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Влияние триэтаноламина на состояние высокомолекулярной тимусной ДНК в водно-
солевом растворе изучено методами спектрофлуоримерии и вискозиметрии. Показано, что
триэтаноламин препятствует взаимодействию флуоресцентного красителя DAPI с фосфат-
ными группами ДНК, но не влияет на связывание красителя с макромолекулой по ма-
лой бороздке. Присутствие триэтаноламина в растворе не влияет на вторичную структуру
ДНК. Проведена оценка вызванного присутствием аминоспирта падения объёма молеку-
лярного клубка ДНК в растворе. При добавлении триэтаноламина в раствор, содержащий
сформировавшиеся комплексы ДНК—ПАВ, наблюдается разрушение этих комплексов. Биб-
лиогр. 12 назв. Ил. 3.
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Eﬀect of triethanolamine (TEA) on high molecular calf thymus DNA in aqueous solution was
studied by ﬂuorescent spectroscopy and viscometry. It was shown that TEA prevents the inter-
action of the ﬂuorescent dye DAPI with phosphate groups, but does not aﬀect binding of the dye
to the minor groove of DNA. The presence of TEA in solution does not induce any changes in
the secondary structure of DNA. We estimated the decrease of the volume of DNA molecular coil
in solution, which is induced by TEA. The destruction of DNA—surfactant complexes formed in
solution was observed after the addition of TEA. Refs 12. Figs 3.
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Введение. Аминоспирты, к которым относится используемый в работе триэтанол-
амин (рис. 1, а), применяются для регулирования рН при изготовлении моющих средств
[1], при создании антибактериальных препаратов и средств для наружного применения
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[2], в качестве поглотителей газов [3] и др. Триэтаноламин (далее ТЭА) имеет темпе-













Рис. 1. Структура триэтаноламина (а), поверхностно активного вещества АзоТМАБ (б )
и флуоресцентного красителя DAPI (в)
ТЭА не является канцерогеном [5], показывает меньшую токсичность по сравнению
с моноэтаноламином и диэтаноламином и не влияет на биологические функции ДНК
[6], хотя аминоспирты связываются с синтетическими олигонуклеотидами [7]. ТЭА ис-
пользуют для снижения токсичности катионных ПАВ [8]. Для системы ЦТАБ (цетил-
триметиламмоний бромид) — ТЭА при соотношении компонентов 80 : 20 было получено
снижение токсичности на порядок по сравнению с токсичностью ЦТАБ. Катионные
ПАВ могут быть использованы для доставки нуклеиновых кислот в клетки [9, 10], по-
этому снижение их токсичности является необходимым условием для биологического
применения.
Материалы и методы. Использовали ТЭА 99% («Синтез ОКА»), который перед
смешиванием с раствором ДНК разбавляли раствором NaCl с добавлением Трис-HCl.
Концентрация NaCl во всех исследуемых растворах составляла 5мМ при рН = 7. Пре-
парат ДНК тимуса телёнка («Sigma») с молекулярной массой 107, определённой по
значению характеристической вязкости ДНК в 0,15M NaCl, растворяли в деионизо-
ванной воде Milli-Q. Перед центрифугированием раствор досаливали до 5мМ NaCl.
Светочувствительные катионные азобензолсодержащие поверхностно активные веще-
ства (ПАВ) (рис. 1, б ) синтезированы в группе профессора С. Сантер в Потсдамском
университете по процедуре, описанной в [11]. Обратимая транс-цис-изомерия азогруп-
пы в составе молекул ПАВ при УФ-обучении приводит к изменению гидрофильности
этих соединений, что отражается на результате их взаимодействия с молекулой ДНК
в растворе [9, 10].
В работе использовали флуоресцирующий краситель DAPI (рис. 1, в), для которого
в связанном с ДНК состоянии характерны полосы с максимумом испускания 455 нм
(при λвозб. = 340 нм) и 540 нм (при λвозб. = 420 нм). Первая полоса отражает силь-
ное связывание красителя в малой бороздке ДНК, вторая — существенно более слабое
внешнее электростатическое связывание с фосфатными группами ДНК [12]. Сильный
тип связывания красителя с ДНК обладает высоким квантовым выходом люминес-
ценции и преобладает при малых отношениях DAPI/ДНК < 0,05 (отношение моляр-
ных концентраций красителя и фосфатных групп ДНК далее обозначается r). Слабый
тип связывания с низким квантовым выходом флуоресценции хорошо заметен только
при r ≈ 0,3 и при возбуждении на длинноволновом крае спектра поглощения DAPI
(λвозб. = 420 нм) [12]. В работе применяли спектрофлуориметр Hitachi 850 (Япония).
Использованный раствор ТЭА не поглощает в области длин волн более 270 нм.
Результаты и обсуждение. Интенсивность и форма спектров испускания флуо-
ресценции красителя DAPI в растворе ДНК, содержащем ТЭА (DAPI и ТЭА добавляли
в растворДНК одновременно), практически не изменяются в области значений r < 0,05,
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Рис. 2. Спектры испускания (флуоресценции) DAPI в растворе ДНК в 5мМ NaCl
без ТЭА (1 ) и с ТЭА (2 ) при соотношении DAPI/ДНК r = 0,03 (а) и r = 0,3 (б ):
C(DAPI) = 5мкМ, C(ТЭА) = 10 об. %, C(ДНК) = 0,05 мг/мл, λвозб. = 340 нм (а)
и C(ДНК) = 0,005 мг/мл, λвозб. = 420 нм (б )
где превалирует сильный тип связывания DAPI по малой бороздке ДНК (рис. 2, а).
Это даёт основание полагать, что ТЭА при исследованной концентрации не препят-
ствует образованию соответствующих комплексов DAPI. Добавление ТЭА (рис. 2, б )
при r = 0,3 почти полностью тушит люминесценцию молекул DAPI, связанных с фос-
фатными группами ДНК (λвозб. = 420 нм) и смещает максимум спектра испускания
к положению, характерному для не связанных с ДНК молекул красителя. Эти данные
указывают на то, что ТЭА блокирует связывание DAPI по фосфатам ДНК.
Для определения относительной вязкости растворов ДНК ηr = η/η0, где η
и η0 — вязкость раствора и растворителя соответственно, использовали низкоградиент-
ный ротационный вискозиметр типа Зимма—Крозерса. Изменение приведённой вязко-
сти раствора при постоянной концентрации ДНК отражает изменение объёма молеку-
лярного клубка. Наблюдавшееся в растворе с C(ТЭА) = 5% заметное падение приве-
дённой вязкости (в 1,7 раза по сравнению со значением для раствора, не содержащего
ТЭА) позволяет предположить, что это изменение объёма связано не только с нейтра-
лизацией заряда ДНК (о чём свидетельствуют данные по люминесценции DAPI), но
и с изменением качества растворителя, окружающего макромолекулу.
Ранее было показано, что используемое ПАВ АзоТМАБ при связывании с фосфат-
ными группами ДНК вызывает образование мицеллярных агрегатов при концентра-
циях ПАВ ниже критической концентрации мицеллообразования, что сопровождается
смещением максимума поглощения полосы ПАВ [9, 10]. При добавлении ТЭА в раство-
ры ДНК с ПАВ в транс-изомерной форме (при постоянной концентрации ДНК и при
соотношениях молярных концентраций ПАВ/ДНК в диапазоне z = 0,1÷0,3) наблюдали
смещение максимума полосы поглощения ПАВ в противоположную сторону — к поло-
жению, характерному для не связанных с ДНК молекул ПАВ в немицеллярном со-
стоянии (рис. 3, а). В рассматриваемой спектральной области ни ТЭА, ни ДНК не
поглощают.
Поскольку данные вискозиметрии и результаты по флуоресценции DAPI в раство-
рах ДНК с ТЭА указывают на электростатическое взаимодействие ТЭА с фосфатными
группами ДНК, этот результат позволяет предположить, что аминоспирт разрушает
комплекс ДНК—ПАВ.
Заметные изменения в спектре поглощения ПАВ наблюдаются и при использовании
его цис-изомеров (рис. 3, б ). Кроме сдвигов максимумов для полосы поглощения ПАВ



































Рис. 3. Нормированные на главный максимум полосы поглощения
в рассматриваемой области длин волн спектры поглощения свободного
ПАВ, ПАВ в комплексе с ДНК (численные значения z = 0,1÷ 0,3) и ПАВ
в растворе ДНК с ТЭА («+TEA») в транс- (а) и цис- (б ) форме:
C(ДНК) = 0,04 мг/мл, C(ТЭА) = 10%; для свободного ПАВ
приведено обозначение «транс-ПАВ» и «цис-ПАВ»
в присутствии ТЭА наблюдалось снижение оптической плотности растворов, содержа-
щих ДНК и ПАВ. Это также указывает на изменение состояния ПАВ в растворах ДНК
при добавлении ТЭА.
Выводы. На основании полученных данных можно сделать заключение, что
в условиях эксперимента триэтаноламин изменяет состояние фосфатных групп ДНК
и вызывает компактизацию её клубка в растворе. ТЭА, нейтрализуя заряд значитель-
ной части фосфатных групп макромолекулы, препятствует связыванию использованно-
го катионного ПАВ с ДНК. Присутствие ТЭА в растворе ДНК не влияет на связывание
красителя DAPI по малой бороздке макромолекулы (препятствуя его взаимодействию
с фосфатными группами ДНК) и не вызывает изменения её вторичной структуры.
∗ ∗ ∗
Использовалось оборудование ресурсных центров СПбГУ «Центр диагностики фун-
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